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wybranych punktéw kontrolnych ukladu odpornosciowego uchorych na ostra bialaczke
szpikowa” wykonanej pod kierunkiem Pana dr hab. Lukasza Bolkuna oraz promotora pomocniczego
dr hab. n.med. Andrzeja Eljaszewicza Klinice Hematologii i Choréb Naczyn Uniwersytetu

Medycznego w Biatymstoku.

Ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia, AML) stanowi heterogenna grupe chorob.
AML charakteryzuje si¢ klonalng proliferacjg stransformowanych nowotworowo prekursoréw linii
mieloidalnej o ograniczonej zdolno$ci do réznicowania si¢ w bardziej dojrzate elementy komoérkowe.
Dochodzi w zwiagzku z tym do nagromadzenia niedojrzatych form komoérek w szpiku kostnym (ang.
bone marrow, BM), krwi obwodowej (ang. peripheral blood, PB), a czasami w innych tkankach,
ze zmiennym zmniejszeniem produkcji pozostatych linii komoérkowych - prawidtowych krwinek
czerwonych, ptytek krwi czy dojrzatych granulocytow. Sttumienie prawidtowych linii krwiotworzenia
w szpiku przez dynamicznie proliferujacy klon biataczkowy skutkuje réznorodnymi konsekwencjami
ogolnoustrojowymi, w tym niedokrwisto$cia, matoplytkowosciag wraz z objawami skazy krwotocznej
i zwigkszonym ryzykiem ci¢zkich infekcji.

Zgodnie z definicja Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO) z 2016
roku podstawa/kryterium postawienia prawidtowej diagnozy i klasyfikacji AML jest morfologiczna
ocena aspiratow Krwi obwodowej i szpiku kostnego oraz materiatu z biopsji. Wigkszo$¢ kategorii
AML nadal wymaga identyfikacji 20% lub wigcej komorek blastycznych we krwi i/lub szpiku
kostnym, a odsetek komoérek nowotworowych powinien opiera¢ si¢ na rzeczywistej manualnej ocenie
roéznicowej liczby komorek, a nie na szacunkach lub na podstawie danych z cytometrii przeptywowe;j.
W ostrej biataczce szpikowej z t(15;17), t(8;21), inv(16) lub t(16;16) kryterium blastozy w szpiku

>20% nie jest wymagane.

Najnowsza klasyfikacja AML wg WHO z 2016 roku opiera si¢ na wynikach badan cytologicznych
i fenotypowych oraz analizach cytogenetycznych i molekularnych.



Cytometria przeptywowa (ang. flow cytometry, FC) jest metodg diagnostyczng umozliwiajaca ocene
immunofenotypu komoérek hematopoetycznych z wykorzystaniem przeciwcial  sprzezonych
z fluorochromem, jest badaniem krytycznym podczas diagnostyki AML. Analiza cytometryczna
przeprowadzona na aspiratach szpiku pomaga oszacowa¢ odsetek nacieczenia szpiku kostnego, co jest
niezb¢dne zarowno w poczatkowej diagnozie AML, jak i dzigki okres$leniu fenotypu aberrantnego
komorek biataczkowych, w ocenie minimalnej choroby resztkowej (ang. mininal residual disease,
MRD).

Ocena cytogenetyczna i molekularna w AML pozwalaja na identyfikacje odrebnych podtypéw AML,
stratyfikacje prognostyczng i wybor terapii dostosowanej do grup ryzyka, coraz czesciej rowniez

terapii celowanych.

Kompleksowa ocena jest konieczna do wlasciwej klasyfikacji choroby, oceny rokowania oraz ustalenia

dalszego postgpowania terapeutycznego. Klasyfikacje AML wg WHO.

Zgodnie z zaleceniem WHO, aby prawidlowo klasyfikowaé AML podczas wstepnej diagnozy oraz
odpowiednio pokierowaé leczeniem, konieczne jest ustalenie grupy ryzyka dla danego pacjenta.
Koncepcja ujednolicajaca wytyczne NCCN (ang. National Comprehensive Cancer Network), ELN
(ang. European LeukemiaNet) i ESMO (ang. European Society for Medical Oncology) dotyczace

stratyfikacji ryzyka opiera si¢ na nieprawidlowosciach i mutacjach cytogenetycznych

Zgodnie z  wytycznymi  ESMO, AML z  1(8;21)(922;922.1), inv(16)(p13;1922)
lub t(15;17)(g24.1;q21.2) sa zwigzane z korzystnym rokowaniem; prawidtowy kariotyp przewiduje

rokowanie posrednie, a ztozone 1 monosomalne kariotypy zapowiadaja zte rokowanie.

Klasyfikacja chorych do odpowiednich Kkategorii rozpoznania, grup ryzyka choroby oraz
monitorowanie choroby resztkowej pozwalajg na okreslenie indywidualnej, najskuteczniejszej strategii

postgpowania dla konkretnego pacjenta.

Po ustaleniu diagnozy i zastosowaniu chemioterapii indukujgcej remisje pacjenci z AML sg zazwyczaj
obserwowani w regularnych odstgpach czasu w celu monitorowania odpowiedzi na leczenie

i ewentualnego wczesnego wykrycia hawrotu choroby.

Leczenie indukujace remisj¢ oraz leczenie poremisyjne zagadaja stosowanie rezimow cytostatycznych
a u chorych wysokiego ryzyka leczenie wspomagane jest allogenicznym przeszczepieniem
macierzystych komorek krwiotworczych. Dobdr programu leczenia ostrej biataczki szpikowej zalezy

od stanu biologicznego pacjenta i czynnikdw ryzyka choroby.

Celem leczenia pacjentéw ponizej 60. roku zycia lub starszych w dobrym stanie biologicznym jest
wyleczenie. Dalsze decyzje terapeutyczne, leczenie podejmowane sa w oparciu 0 stratyfikacje
cytogenetyczno-molekularng. Po leczeniu indukujagcym chorzy sa kwalifikowani do jednego
z wariantow leczenia poremisyjnego zaleznie od grupy ryzyka cytogenetyczno-molekularnego wedtug
modyfikacji ELN MD Anderson Cancer Center (ELN/MDACC).



Pomimo uptywu lat, wprowadzania nowych technik diagnostycznych i nowoczesnych terapii

celowanych, uzyskiwane efekty u pacjentéw z AML sa wciaz niesatysfakcjonujace.

Hipoteza badawcza pracy zakfada mozliwy wplyw wybranych subpopulacji limfocytow T i zaburzenia
prawidlowej ekspresji PD-1, PDL-1, CTLA-4 oraz B7-H3 oraz wplyw ekspresji PD-1, PDL-1, CTLA-4
oraz B7-H3 na komorkach biataczkowych (blastach) na skutecznos¢ stosowanych rezimow
cytostatycznych u pacjentéw z AML. Hipoteza zakfada réowniez mozliwosé wykorzystania inhibitoréw
immunologicznych punktéw koricowych do poprawy skutecznosci stosowanych chemioterapii.

Celem analizy naukowej byfo 1) okreslenie znaczenia prognostycznego subpopulacji limfocytow T
u pacjentéw z AML poddanych leczeniu standardowemu, 2) poszukiwanie zaleznosci miedzy ekspresjq
PD-1, PDL-1, CTLA-4 oraz B7-H3 a skutecznoscig leczenia, 3) ocena dystrybucji uzyskanych
wynikow badan immunologicznych w grupach ryzyka cytogenetyczno-molekularnego, Zywotnosci oraz
proliferacji blastow pacjentow z AML w odpowiedzi na blokowanie immunologicznych punktéw
kontrolnych z/bez dodatku chemioterapeutyku — cytarabiny oraz 4) ocena Zywotnosci, proliferacji,
zmian statusu aktywacyjnego limfocytow T w odpowiedzi na blokowanie immunologicznych punktow

kontrolnych z/bez dodatku chemioterapeutyku — cytarabiny.

Podstawg rozwazan naukowych doktorantki stata sie stale uaktualniana przez badaczy wiedza na temat
roli uktadu immunologicznego w organizmie cztowicka. Jak wiadomo, uktad immunologiczny
wypelnia swoje zadania nie tylko w obronie organizmu przed infekcjami i autoagresja, ale rowniez
chroni przed ekspansjg komérek nowotworowych. Cytotoksyczne limfocyty T CD8+ (ang. cytotoxic T
lymphocyte, CTL) i komoérki NK (ang. natural killer), odgrywaja kluczowsg role w hamowaniu
rozwoju nowotworu. Immunologiczne mechanizmy efektorowe realizowane przez limfocyty T CD8+,
ktore moga uszkadza¢ komoérki nowotworowe, wykazano m.in. na modelach mysich. W badaniach
tych odrzucenie nowotworu bylo hamowane u myszy pozbawionych limfocytow T cytotoksycznych
CD8+. Aktywowane w odpowiedzi przeciwnowotworowej limfocyty T CD8+ identyfikuja antygeny
nowotworowe przez prezentacj¢ antygenu przy udziale gtownego uktad zgodnosci tkankowej (major
histocompatibility complex; MHC) klasy I. Po rozpoznaniu antygenu nowotworowego limfocyty T
CD8+ zabijaja komorki nowotworowe poprzez sekrecje m. in. perforyn i granzymow lub na drodze
zaleznej od interakcji FAS/FAS-L (ang. Fas cell surface death receptor/Fas cell surface death receptor-
ligand), moga takze uszkadza¢ komorki nowotworowe partycypujac w indukcji zapalenia typu
Th1/Th17. Nalezy zauwazy¢ jeden z mozliwych mechanizmow ucieczki komorek nowotworowych
spod nadzoru limfocytow T CD8+ przejawiajacy si¢ zmniejszeniem poziomu ekspresji MHC klasy I,
wobec czego antygeny nowotworowe moga unikna¢ kontroli i eliminacji. Co wazne, ekspresja MHC
klasy | regulowana jest przez interferon gamma (INFy) w sposob zalezny od sygnalizacji receptora
IFNy poprzez JAK1 (pol. kinaza janusowa 1, ang. Janus kinase 1) i JAK2 (pol. kinaza janusowa 2,
ang. Janus kinase 2). Dlatego mutacje w tych czasteczkach prowadza do braku odpowiedzi na IFNy
i poSrednicza w utracie rozpoznawania i zabijania przez cytotoksyczne limfocyty T CD8+ [72].

Z drugiej strony, utrata MHC klasy I zwigksza wrazliwo$¢ komorek howotworowych na zabicie przez



komorki NK, a mechanizm ten mozna wykorzystat do wzmochienia odpowiedzi
przeciwnowotworowej na przyktad poprzez stymulujace dziatanie IL-2 na komorki NK.

Limfocyty T CD4+ reprezentuja wysoce niejednorodng populacje komoérek odpornosci adaptacyjne;j.
Ich polaryzacja zalezy bezposrednio od sposobu prezentacji antygenu oraz mikrosrodowiska
cytokinowego, w jakim podlegaja aktywacji. Klasycznie subopopulacje limfocytow T CD4+ obejmuja
linie Thl (ang. type 1 helper T cell) i Th2 (ang. type 2 helper T cell), ktore sa aktywowane
w obecnosci odpowiednio 1L-12 i IL-4. Po aktywacji komorki Thl wydzielaja IFNy, czynnik
martwicy nowotworu o (ang. tumor necrosis factor a, TNFa) i IL-2. Poprzez wytwarzanie tych
cytokin, komorki Thl reguluja programy nadzoru immunologicznego poprzez zwickszenie
przetwarzania i prezentacji antygenu na MHC 1 i II przez APC i wtornie moga regulowac czas trwania
i aktywno$¢ odpowiedzi limfocytow T cytotoksycznych CD8+. Ponadto, po aktywacji, limfocyty
subpopulacji Thl moga bezposrednio niszczy¢ komodrki nowotworowe poprzez uwalnianie duzych
ilosci IFNy oraz TNFa. Zatem odpowiedz limfocytow Thl moze bezposrednio i posrednio regulowac

aktywnos$¢ przeciwnowotworowa.

W przeciwienstwie do komoérek Thl, limfocyty Th2 CD4+ na skutek aktywacji wytwarzaja m. in.
IL-4, -5, -6, -10 i -13, ktore modyfikuja odporno$¢ nabyta, hamowanie cytotoksycznos$ci zaleznej
od limfocytow T, a takze wzmocnienie odpornosci humoralnej sterowanej przez limfocyty B. Kolejna
niezwykle istotng grupa komorek biorgcych udziat w regulacji odpowiedzi przeciwnowotworowej sa
limfocyty T regulatorowe. Treg stanowig subpopulacje immunosupresyjnych limfocytow T CD4+.
Ich cecha charakterystyczng jest ekspresja czynnika transkrypcyjnego biatka P3 (ang. forkhead box
P3, FOXP3), wysoka ekspresjag CD25 (receptora IL-2) oraz niska ekspresja lub brak ekspresji CD127
(receptora IL-7) [80]. Treg hamuja odpowiedz przeciwnowotworowa w obrebie nowotworu. Istnieje
kilka immunosupresyjnych mechanizmow dziatania Treg, wlaczajac w to: hamowanie sygnatéw
kostymulacyjnych przez ekspresje CTLA-4, zuzycie IL-2 przez wysoki poziom i powinowactwo
receptora CD25, wydzielanie hamujacych cytokin m. in. transformujacego czynnika wzrostu B (ang.
tumor growth factor B, TGF-B), IL-10 oraz IL-35 - ograniczajgcych dziatanie efektorowe limfocytow
Th1, Th17, cytotoksycznych limfocytéw T CD8+ oraz komorek odpowiedzi nieswoiste;j.

W  chorobach nowotworowych przewlekla stymulacja antygenowa doprowadza do zjawiska
wyczerpania limfocytow T w mikrosrodowisku guza. Powoduje to zwickszong ekspresje receptorow
koinhibujacych m. in. PD-1, TIM-3 (pol. immunoglobulina limfocytéw T i domeny mucyny 3, ang. T
cell immunoglobulin and mucin domain 3), LAG-3 (pol. gen 3. aktywacji limfocytow, ang. lymphocyte
activation gene 3), dysfunkcj¢ limfocytow T zwigzang posrednio z dziataniem IL-10 i TGF-f,
obnizong produkcje cytokin prozapalnych takich jak IL-2, TFNy, TNFa i uposledzona

cytotoksyczno$c.

Limfocyty T na skutek potaczenia receptora TCR z czasteczka MHC prezentujaca antygen komorki
nowotworowej ulegaja aktywacji, jednak ztaczenie si¢ receptora kohamujacego PD-1 na limfocycie T
z ligandem PD-L1/L2 na komoérce nowotworowej hamuje odpowiedZz immunologiczng, produkcije

cytokin prozapalnych, bialek antyapoptotycznych, tym samym warunkujac ucieczke komorki
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nowotworowej spod nadzoru immunologicznego. Ponadto, wyzsze powinowactwo CTLA-4
(cytotoksyczny antygen 4 limfocytow T, cytotoxic T cell antigen 4) do ligandow CD80 i CD86 na
APC uniemozliwia ich zwigzanie z czasteczka CD28, co skutecznie thumi aktywacje limfocytow T,
doprowadza do ich anergii i wyczerpania i warunkuje przezycie komorki nowotworowej.
Zablokowanie zatem punktow kontroli immunologicznej — PD1, PD-L1 czy CTLA-4 za pomoca
przeciwcial monoklonalnych, wyzwala odpowiedz immunologiczng limfocytow T przyczyniajac si¢

do $mierci komorki nowotworowej.

W zwigzku z powyzszym, wybor tematu rozprawy doktorskiej nalezy uznaé za bardzo aktualny.

Rozprawa doktorska lekarz Malgorzaty Bernatowicz liczy 123 strony standardowego maszynopisu
wedtug typowego, powszechnie akceptowanego ukladu, ktory obejmuje: wstep, w tym wprowadzenie,
cele pracy, materiaty i metodyke, wyniki wraz z ich omowieniem, dyskusje, wnioski, streszczenie,
wykaz cytowanego pismiennictwa, spis tabel i rycin. Autorka we wstgpie zamiescila obszerny wykaz
skrotéw, pomocny w dalszej lekturze rozprawy. Streszczenie pracy zostato przettumaczone na jezyk

angielski.

We wstepie pracy autorka w sposob szeroki, dos¢ ksigzkowy, jednak wydaje sie potrzbny dla dobrego
zrozumienia dalszych czesci rozprawy, opisuje podstawy rozpoznania, diagnostyki i postepowania
terapeutycznego w chorych z rozpoznaniem ostrej biafaczki szpikowej. W rozdziale doktorantka nie
unikneta btedow, zostaly one omowione z doktorantkq bezposrednio, nie wptywajq bowiem na jakos¢

bardzo dobrej merytorycznie rozprawy doktorskiej.

W podrozdziale wprowadzenie doktorantka przedstawila w sposob zwiezly i przejrzysty informacje na
temat mechanizméw immunologicznych dotyczgcych immunologicznych punktow koricowych. Opisata
mechanizmy aktywacji i dezaktywacji subpopulacji limfocytow T, oraz ich role w odpowiedzi

przeciwnowotworowej.

W dalszej czesci rozprawy doktorantka w sposob klarowny przedstawia dane o fizjologii
i patofizjologii immunoreceptora programowanej Smierci komérki (PD-1), jego ligandow wraz
z mechanizmami hamowania szlaku sygnafowego programowanej smierci komorki oraz receptora
CTLA-4 i czgstki B7-H3. Przedstawia réwniez dostepne obecnie blokery punktow koricowych uktadu
immunologicznego. Na koniec przedstawia aktualne dane z pismiennictwa na temat roli badanych
czqgstek W ostrej biataczce szpikowej oraz udziatu blokeréw immunologicznych punktéow kontrolnych

w terapii ostrej biataczki szpikowej.

W oparciu o przestanki zawarte we wstegpie Doktorantka sformutowata cele badan. Dla zrealizowania
postawionych celow, po uzyskaniu stosownych zgod Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego
W Bialymstoku 0 nr. R-1-002/393/2018 doktorantka przeprowadzifa analizy naukowe, w tym
oznaczenia stezenia i aktywnosci punktow kontrolnych ukiadu immunologicznego (PD-L1, CTLA-4,

PD-1, B7-H3) w obrebie limfocytow T i blastow oraz badania hodowli komdérkowych jednojgdrzastych
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komorek krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells, PBMC) uzyskanych od
zrekrutowanych do badania chorych (72 pacjentow, w tym 35 kobiet i 37 mezczyzn w wieku od 19 do
76 lat; mediana 58 lat).

Badania przeprowadzono w Zakladzie Medycyny Regeneracyjnej i Immunoregulacji Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku. Chorzy zostali zdiagnozowani wg obowigzujgcych standardow,

a nastepnie Wszyscy zrekrutowani pacjenci otrzymali leczenie cytostatyczne.

Wykorzystujgc metody badawcze, w tym hodowle komdrkowe komdrek biataczkowych z Krwi
obwodowej badanych, doktorantka ocenifa odsetek wybranych subpopulacji limfocytow
T CD3+CD4+ wykazujgcych ekspresje PD-1, PD-L1, CTLA-4, B7-H3 dzielgc wyniki na dwie grupy
W zaleznosci od uzyskanej u chorych na ostrq biataczkq szpikowg odpowiedzi na leczenia (remisja
catkowita, CR vs brak remisji, NR) wykazujgc w analizie znamiennie wyzszy odsetek limfocytow

TCD3+CD4+ z ekspresjqg PD-1 u chorych nieodpowiadajgcych na leczenie cytostatyczne.

W calej grupie badanej chorych z ostrq bialaczkg szpikowg przy uzyciu metody cytometrii
przeplywowa doktorantka ocenita poziomy ekspresji wybranych punktow kontroli immunologicznej
na limfocytach T CD3+CD4+ w grupach z odpowiedzig CR vs NR. Statystyczng istotnos¢ wykazano
w medianie fluorescencji dla PD-1 na limfocytach T CD3+CD4+ w grupie chorych z CR. Wynosifa
ona 83,1 (40-380) i byfa znamiennie statystycznie nizsza w poréwnaniu do pacjentow w grupie NR,
gdzie wynosita 235 (54-874), p=0,0149.

Oceny bezwzglednej liczby blastow CD33+ z ekspresjq PD-1, PD-L1, CTLA-4 oraz B7-H3 w grupach
pacjentow z odpowiedzig CR vs NR doktorantka przeprowadzita w calej grupie badanej z uzyciem
cytometrii przephywowej nie wykazujqgc istotnych statystycznie réznic w grupach.

Doktorantka oceniata réwniez poziomy ekspresji wybranych punktéw kontroli immunologicznej na
blastach CD33+ w grupach chorych na AML z odpowiedzig CR vs NR. Wykazano, iz wyzsza ekspresja
PD-1 na blastach CD33+ wystepuje znamiennie statystycznie czesciej w grupie pacjentow
odpowiadajgcych catkowitq remisjq na zastosowane leczenie chemioterapeutyczne. Wykazano
natomiast znamienno$¢ statystyczng p<0,05 (p=0,0398) wobec poziomu ekspresji punktu kontroli
immunologicznej CTLA-4 w obrebie blastow CD33+, mediana poziomu ekspresji CTLA-4 W grupie z
CR wynosila 63,3 (24,9-144) vs 95,3 (13,6-318) w grupie z NR (ryc. 10C). Wykazano, iz wyzsza
ekspresja punktu CTLA-4 na blastach CD33+ wystepuje znamiennie statystycznie czesciej W grupie

chorych nie odpowiadajgcych na leczenie chemioterapeutyczne (NR).

Ponadto doktorantka przeprowadzita analize dystrybucji badanych parametréow w grupach ryzyka
cytogenetyczno-molekularnego. Jedynie w odniesieniu do poziomu ekspresji PD-L1 na limfocytach
TCD3+CD4+ wykazano istotnie statystycznie wyzszy poziom ekspresji PD-L1 na tych komorkach

w grupie posredniego ryzyka cytogenetyczno-molekularnego — grupa 2, w poréwnaniu do grupy



niekorzystnego ryzyka cytogenetyczno-molekularnego — grupa 3, mediana poziomu ekspresji w grupie
2 wynosila 397,5 vs 286 w grupie 3, p=0,0132.

Doktorantka pokusita si¢ rowniez 0 analize przezycia chorych z AML w zaleznosci od poziomu
ekspresji (MFI) PD-1, PD-L1, CTLA-4 oraz B7-H3 na limfocytach T CD3+CD4+. Nie wykazano
roznic istotnych statystycznie w odniesieniu do czasu przeZycia chorych z AML w zaleznosci od

poziomu ekspresji (MFI) PD-1, PD-L1, CTLA-4 oraz B7-H3 na limfocytach T CD3+CD4+.

Jedynie w przypadku limfocytow T CD3+CD4+ wykazujgcych ekspresje receptora B7-H3 wykazano
istotnie statystyczng roznice. U chorych z AML wykazujgcych odsetek limfocytow T CD3+CD4+B7-
H3+ powyzej sredniej, ponad 2,5-krotnie skracaf si¢ czas przezycia. Mediana czasu przezycia chorych
w grupie ponizej wartosci Sredniej odsetka limfocytow T CD3+CDA4B7-H3+ wynosita 822 dni vs 358
dni w grupie z zakresem powyzej wartosci sredniej (HR 2,568, 95% CI 1,010-6,532; p=0,0475).

W mojej ocenie zaplanowanie doswiadczerr oraz ich realizacja swiadczqg 0 bardzo dobrym
przygotowaniu metodycznym Doktorantki i Sq niewgtpliwym wynikiem duzego doswiadczenia

badawczego i wiedzy promotora pracy Pana dr hab. n. med. £ukasza Botkuna.

Dyskusja przeprowadzone zostata przez Doktorantke w sposéb dojrzaty. Doktorantka odniosta wiasne
wyniki do dostepnych danych literaturowych, a sposéb przeprowadzenia analizy uzyskanych wynikow
potwierdza dobre przygotowanie merytoryczne i szerokg wiedze w zakresie tematyki prowadzonych
badan.

Interesujgcym uzupelnieniem tej czesci rozprawy jest odniesienie wynikéw Doktorantki do danych
z literatury na temat hipotetycznych mozliwosci wykorzystania inhibitorow punktéow Korncowych
w leczeniu nowotworéw krwi, innych niz standardowe juz leczenie chioniaka Hodgkina, moggce

W Sposob synergistyczny lub addytywny wspomagaé dziatanie klasycznych metod postepowania.

Ciekawe wydaje sie¢ rowniez mozliwe zastosowanie oceny poziomu ekspresji PD-1 na limfocytach T
CD4+ oraz odsetek tych komorek u chorych z AML przed wigczeniem leczenia, ktore moze stanowic¢
cenny czynnik predykcyjny i potencjalny biomarker immunologiczny w przewidywaniu uzyskania

odpowiedzi na standardowg chemioterapie.

Przeprowadzone badania staly si¢ podstawg do sformutowania przez Autorke 8 wnioskow, ktorych
tres¢ bardziej co prawda odpowiada wynikom, jednak nie umniejsza wartosci pracy. Uzyskane przez
doktorantke wyniki upowazniajg do stwierdzenia, ze 1) u chorych na AML poddawanych
chemioterapii ocena molekus immunologicznych punktéw korncowych, moze W przysziosci staé sie
standardowym postepowaniem diagnostycznym oceniajgcym ryzyko braku uzyskania odpowiedzi
na leczenie, 2) zastosowanie przeciwcial blokujqcych PD-1, PD-L1 lub CTLA4 w obecnosci lub braku
Cytarabiny nie wplywa wg uzyskanych danych na zwiekszong apoptoze blastow AML w hodowli
invitro, ale istotnie hamuje in vitro proliferacje blastéw w poréwnaniu do hodowli z samym
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chemioterapeutykiem — konieczne sqg zatem dalsze analizy wumoziliwiajgce wyodrebnienie grup

uzyskujgcych Korzysé z takiego postepowania in Vivo.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa doktorska lekarz Matgorzaty Bernatowicz charakteryzuje
sig trafnosciq wyboru tematu. Doktorantka wykazatla sie¢ umiejetnosciq wykorzystania dostgpnej
bibliografii oraz formufowania celéow planowanych badan naukowych i wnioskéw z nich
wyplywajgcych. Zawarta w rozprawie analiza tematu jest spdjna i przyczynia Sie do lepszego poznania
omawianej tematyki, totez jest cennym uzupetnieniem dostgpnego pismiennictwa naukowego. Autorka
nie ustrzegta sie bledow edycyjnych, ktore jednak nie umniejszajq wartosci pracy i zostaly
szczegolowo omowione z doktorantkg. Autorka W pefni zrealizowala zaplanowany cel, dobrze
opanowata nielatwy warsztat badawczy [ wykazala doskonale przygotowanie merytoryczne.
Wartosciowe wnioski mozna byloby przeformatowaé, zeby jasno podkreslic wartosé uzyskanych
wynikow. Rozprawa ma duzq wartos¢ poznawczq i stanowi podstawe do kontynuowania badan

naukowych w tej dziedzinie.

Stwierdzam, ze przedloZona do recenzji praca autorstwa lekarz Malgorzaty Bernatowicz spefnia
wszystkie warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych
i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 oraz art.
179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustawe — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U z 2018r poz. 1669 z pdzn.zm). Tym samym zwracam si¢ do Senatu
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku o dopuszczenie lekarz Matgorzaty Bernatowicz do dalszych

etapow przewodu doktorskiego i wnioskuje 0 uznanie pracy za wyrézniajgcq .

dr hab. n. med. Marzena Wgtek



